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研究成果の概要（和文）：本研究は，ラット肝障害・癌発生時に増生してくる肝前駆細胞(LPC)で発現するPdx-1遺伝子
の役割を探るために，LPC株にてPdx-1遺伝子の過剰発現・ノックアウト(KO)実験を行った。またPdx-1遺伝子のKOによ
り発現変動する遺伝子を探るため，野生型株とのマイクロアレイによる遺伝子発現比較解析を行った。その結果，Pdx-
1遺伝子はLPCの増殖制御には関与しないが，LPCの神経内分泌様表現型の発現，肝細胞への分化抑制に関わることが示
唆された。またPdx-1発現細胞の遺伝的標識に向けて，ラットES細胞でのCRISPR/Cas9システムを用いたターゲティング
技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Proliferation of liver progenitor cells (LPCs) accompanies on many types of liver 
injury when the replication of hepatocytes is blocked. Although there are enormous number of researches 
for the characterization of LPCs, their origin and their roles in liver regeneration is still on debate. 
We recently found that a subpopulation of liver progenitor cells, which situate in periportal area after 
GalN-induced rat liver damage, express Pdx-1 gene. To address the roles of Pdx-1 in LPCs during liver 
regeneration, we performed overexpression and gene knockout experiments of Pdx-1 using a LPC cell line. 
We found that the change of Pdx-1 expression does not alter LPC proliferation. We also performed 
microarray analysis to compare gene expression of wild type- and knockout- LPCs for the Pdx-1 gene. The 
data implies that Pdx-1 is involved in the expression of neuroendocrine phenotype of LPC, as well as the 
suppression of hepatocyte differentiation.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 肝臓　肝再生　肝前駆細胞　Pix-1遺伝子　CRISPR/Cas9　ノックアウト　マイクロアレイ　ラットES細
胞

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

 

１．研究開始当初の背景	
	 肝前駆細胞は，肝臓を構成する内胚葉系の
上皮細胞である肝細胞と胆管上皮細胞への
二分化能性を持つ未分化な細胞である。この
細胞は，ウィルス性肝炎や薬剤肝炎などの慢
性肝炎や劇症肝炎といった「肝細胞の増殖が
損なわれた肝障害」に際し，急速に肝臓内で
増生して肝再生に寄与する。一方で，その異
常な増殖・分化制御が肝癌の発生に繋がると
示唆されている。従って，肝前駆細胞は肝再
生・肝癌発生機構を理解する上で重要な位置
づけにある細胞として着目されてきた 1,2。	
	 近年，肝臓のホメオスタシス・再生・癌化
における細胞系譜解析が盛んに行われてい
るが 3,4,5，その中で肝前駆細胞のそれら生理
現象への関与の程度や真の役割については，
今なお議論の的と成っている 6,7。また，様々
な肝前駆細胞マーカーの同定と，それらを用
いた細胞単離と細胞の特性解析が進められ
ているが 8,9，障害肝で観察される肝前駆細胞
はヘテロな細胞集団であり，より起源的な肝
前駆細胞や肝幹細胞を規定する細胞分化マ
ーカーやその細胞特性に関する統一的見解
は得られていない。従って，肝前駆細胞の特
性制御に関わる遺伝子やさらなる分子マー
カーを見つけ，生体内でのそれらの発現，及
びそれらを発現する肝前駆細胞の動態を詳
細に解析するとともに，それら分子マーカー
を用いて細胞を高精製度に単離し，肝前駆細
胞の特性を理解して，その制御に関わる遺伝
子群を同定していくことが必要とされてい
た。	
	 我々は肝前駆細胞のより詳細な分子特性
を明らかにすることを目指し，ラット薬剤肝
障害実験系を用いて肝前駆細胞で発現して
いる転写因子を探索してきた。転写因子に着
目することで，細胞特性制御に直接関わる因
子が見つかる可能性があると考えたからで
ある。そうした中で，膵臓の発生と機能維持
での重要性が盛んに研究されてきた
Pancreatic	and	duodenal	homeobox-1（PDX-1）
転写因子 10が，ラットの肝内胆管，さらには
薬剤障害肝で増生した肝前駆細胞でも発現
していることを本研究申請にあたり発見し
ていた。また他のグループからは，肝障害誘
導に応じて起こる肝内胆管の神経内分泌様
の表現系獲得 11 における遺伝子発現制御に
PDX-1が関わることが示唆された 12。さらに，
肝外胆管や大型の肝内胆管周囲に存在する
胆管周囲付属腺には，肝臓及び膵臓系譜の細
胞に分化できる多能性の幹細胞/前駆細胞集
団が存在し，それら一部の細胞で PDX-1 が発
現していることも示された 13。肝前駆細胞で
の Pdx-1遺伝子の役割に関しては，一部の神
経内分泌様の形質発現制御に関しての報告
があるが 11，その全体像は明らかになってお
らず，肝再生や癌化でのその意義は明らかに
なっていない。	
	 Pdx-1 遺伝子の役割については，遺伝子改
変マウスの解析を中心に研究が進められた

結果，膵臓や十二指腸上皮の発生と膵β細胞
の機能維持に必須であることが示されてい
る 10。しかし肝臓での役割についてはほとん
ど解析されてこなかった。また，Pdx-1 遺伝
子がヒトを含めた様々な上皮系の癌細胞で
発現していることや，その発現と癌の悪性度
との正の相関が示唆されている。しかし
Pdx-1 遺伝子の細胞癌化の分子制御への関与
は明らかになっていない 14,15,16,17。肝前駆細
胞の肝癌発生への関与が示唆されているこ
とから，肝前駆細胞での Pdx-1遺伝子の発現
がなんらかの形で肝癌・胆管癌の発生に関わ
っている可能性が考えられる。従って，肝前
駆細胞における Pdx-1遺伝子の制御下にある
遺伝子の同定とその機能の解明が，肝癌発症
の新たな分子機構の解明に繋がる可能性が
あると考えられた。	
	 こうした研究開始当初の背景をもとに，本
研究では肝前駆細胞における Pdx-1遺伝子の
役割と，肝再生・癌化における Pdx-1を発現
する肝前駆細胞の細胞系譜に着目して以下
の研究を遂行した。	
	
２．研究の目的	
(1)	肝臓におけるPDX-1の発現解析：マウス・
ラットの肝臓の発生・再生過程におけるPDX-1
の発現・発現細胞の動態の詳細を明らかにす
るために，正常発生肝臓及び薬剤障害肝標本
に対してPDX-1の免疫組織化学的な解析を行
う。	
	
(2)	肝前駆細胞株を用いたPdx-1遺伝子の機
能解析：肝前駆細胞でのPdx-1遺伝子の機能を
明らかにするために，肝前駆細胞株を用いて
そのPdx-1遺伝子発現を改変し（過剰発現・ノ
ックアウト），その細胞特性への影響を解析
する。	
	
(3)	Pdx-1 遺伝子制御下にある遺伝子の網羅
的探索：	肝前駆細胞にて Pdx-1 遺伝子が制
御に関わる細胞特性とその分子機構を探る
ため，野生型と Pdx-1遺伝子ノックアウト肝
前駆細胞における遺伝子発現をマイクロア
レイ解析により網羅的に比較解析する。	
	
(4)	Pdx-1遺伝子発現細胞の遺伝的標識：ラッ
ト生体内にてPdx-1発現細胞を標識し，肝臓の
発生・再生過程におけるその細胞系譜を追跡
することを目標とし，Pdx-1プロモーター活性
に依存して細胞を遺伝的に標識するシステム
を確立する。	
	
３．研究の方法	
(1)	肝臓におけるPDX-1の発現解析：実験には
Wistar,	Fischer	ラット，及びC57BL/6マウス
を用いた。	
➀	ラット及びマウスの様々な発生ステージ
の胚や肝臓・胆道系でのPDX-1の発現を，免疫
組織化学的に解析した。適宜，肝細胞・胆管・



 

 

細胞増殖マーカーを合わせて染色した。さら
に，RT-PCRでもその発現を適宜確認した。	
➁	ラットにはD-ガラクトサミンを腹腔内注
射して肝障害を誘導した。またマウスにはDDC
を給餌して肝障害を誘導した。肝障害誘導後，
様々なタイムコースにて肝臓組織片をサンプ
リングし，➀と同様に免疫組織化学染色，
RT-PCRにて解析した。	
	
(2)	肝前駆細胞株を用いたPdx-1遺伝子の機
能解析：WB-F344肝前駆細胞株を実験に用いた。	
➀	肝前駆細胞株におけるPDX-1の発現を免疫
染色により解析した。その際，様々な細胞密
度条件，及びシングルクローン化した細胞で
もPDX-1の発現解析を行った。	
➁	肝前駆細胞株へのプラスミドを用いた遺
伝子導入条件の検討を行った。GFP強制発現プ
ラスミドを用いて，エレクトロポレーション，
PEI法，市販の遺伝子導入試薬にて遺伝子導入
効率を検討した。	
➂	効率の良い遺伝子の安定導入株の作製（ゲ
ノムDNAへの遺伝子発現コンストラクトの組
み込み）に向けて，トランスポゾンシステム
を用いた遺伝子導入系を検討した。遺伝子導
入効率はGFPの発現や薬剤耐性獲得効率で測
った。さらにTet-ONシステムを用いた誘導的
遺伝子発現系を検討した。	
➃	上記➁，➂のシステムを用いて，肝前駆細
胞株へのPdx-1遺伝子の過剰発現・誘導的過剰
発現を行った。遺伝子導入された細胞を薬剤
選択し，バルク細胞株，及びシングルクロー
ン株を単離した。	
➄	肝前駆細胞株でのPdx-1遺伝子発現を抑制
するために，CRISPR/Cas9	ダブルニッカーゼ
システムを用いた挿入・欠失，及び相同組換
え修復機構を利用したターゲティングによる
Pdx-1遺伝子の破壊を試みた。遺伝子破壊の成
否はT7エンドヌクレアーゼIアッセイ，及び
PCRにより確認した。また，相同組換え修復に
より遺伝子破壊した細胞からPdx-1ノックア
ウト（KO）シングルクローンを複数単離した。	
➅	Pdx-1遺伝子過剰発現株・破壊株における
細胞増殖・コロニー形成能を解析した。	
	
(3)	Pdx-1遺伝子制御下にある遺伝子の網羅
的探索：Pdx-1遺伝子の制御下にある遺伝子群
を探るため，肝前駆細胞の野生型(WT)株と
(2)-➄で作製したPdx-1遺伝子KO株から全RNA
を抽出し,Agilent	SurePrint	G3	Rat	GE	マイ
クロアレイ	8x60K	Ver.	2.0にて遺伝子発現の
比較解析を行った。発現に差の見られた遺伝
子の一部については，RT-PCRにて肝前駆細胞
株（WT,	KO）及びラット正常肝臓と障害肝臓
サンプルで発現の確認を行った。	
	
(4)	Pdx-1遺伝子発現細胞の遺伝的標識：	
➀	Pdx-1プロモーター活性に応じてCre遺伝
子を発現させて遺伝的標識を行うコンストラ
クトの設計に向けた前段階として，ラット
Pdx-1プロモーターを含む上流11kbpをクロー

ニングしてGFP遺伝子を連結し，プロモーター
の活性を測定するコンストラクトを作製した。
その際，遺伝子導入効率を上げるためにトラ
ンスポゾンシステムも適用した。このコンス
トラクトを，Pdx-1遺伝子を発現する肝前駆細
胞株に導入してGFPの蛍光を観察することで，
プロモーターの有効性を確認した。	
➁	Pdx-1プロモーター活性に応じてCre遺伝
子を発現させる別のストラテジーとして，ラ
ットES細胞のPdx-1遺伝子座にCre遺伝子を組
み込むことを想定し，その前段階として上記
(2)-➄に記したCRISPR/Cas9システムを用い
た相同組換えにより，薬剤耐性カセットをラ
ットES細胞のPdx-1遺伝子座に組み込むこと
を試みた。相同組換えの成否はPCRにより確認
した。	
	
４．研究成果	
(1)	肝臓におけるPDX-1の発現解析：(図1)	
➀	ラット・マウス共に肝臓発生初期から肝外
胆道系でのPDX-1の発現が確認された。また出
生前後からは太い肝内胆管でも発現が観察さ
れた。一方，ラットでは肝葉末梢部の小さな
肝内胆管でも生後後数週間頃までには発現し
ていたが，マウスでは発現が検出されなかっ
た。なお，解析の過程でラットの始原生殖細
胞でのPDX-1の発現を新たに発見した。	
➁	ラットD-ガラクトサミン障害肝では，胆管
に加えて細胆管反応で増生した肝前駆細胞に
てPDX-1の発現が観察された。障害4日から6
日目では，門脈域から肝実質部に向かって放
射状にPDX-1陽性肝前駆細胞が並ぶ様子も観
察された。PDX-1の発現は細胞増殖マーカーの
発現とは必ずしも一致せず，一方，肝細胞分
化マーカー(HNF4α)との共発現は観察されず
に排他的な発現であった。またマウスDDC障害
肝では，肝内で拡張した胆管を構成する胆管
上皮細胞にてPDX-1の発現が陽性であったが，
ラットとは異なりPDX-1陽性の肝前駆細胞が
肝実質部に浸潤していく様子は観察されなか
った。	

	 以上，ラットでの胆管上皮，及び肝障害時
に門脈付近から増生して肝実質部に浸潤する
肝前駆細胞でのPDX-1の発現が明らかになっ
た。またラットとマウスでは，末梢部の胆管，
及び本研究で用いた肝障害誘導系で出現する



 

 

肝前駆細胞ではPDX-1の発現に違いがあるこ
とが明らかになった。	
	
(2)	肝前駆細胞株を用いたPdx-1遺伝子の機
能解析：		
➀	肝前駆細胞株においてPDX-1の発現が確認
された。しかしその発現は一様ではなく細胞
によって強弱が観察され，シングルクローン
化した細胞でもそのパターンは維持された。
高細胞密度で培養を維持するとPDX-1の発現
は低下する傾向にあったが，小型でより増殖
活性の高い細胞が密集している部分でより強
い発現が観察された。	
➁	複数検討した遺伝子導入試薬のかなで，
ViaFect遺伝子導入試薬(Promega)にて肝前駆
細胞に効率良く遺伝子導入が可能であった。
またPEI法，エレクトロポレーション法によっ
ても導入効率・細胞生存率はやや劣るものの
導入が可能であった。	
➂	プラスミドを用いた遺伝子強制発現コン
ストラクトの導入を行うにあたり，市販のプ
ラスミド(pEGFP-c1等)に加えて，Tol2トラン
スポゾンシステムを利用したプラスミド，
pminiTol2-CFIP(CMVプロモーター下でFLAGタ
グがC末に融合した目的遺伝子産物とピュー
ロマイシン耐性遺伝子産物がIRESにより共発
現する)，及びそれにGFPをコントロールとし
て組込んだpminiTol2-CGFIP，さらにラット
Pdx-1遺伝子を組込んだpminiTol2-CrPdx1FIP
を作製した。これらプラスミドを，Tol2トラ
ンスポゼースをコードするpCMV-Tol2プラス
ミドと共導入することで，効率良く安定導入
株を作製することに成功した。さらにTet-On
誘導的発現システムをSleeping	Beautyトラ
ンスポゾンシステムで組み込むことができる
市販のプラスミド(pSB-Tet-GP)を元に，赤色
蛍光レポーター遺伝子のtdTomato遺伝子や，
ラットPdx-1遺伝子を組み込んだ誘導的遺伝
子 発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 し
(pSB-Tet-tdTomato-GP,	pSB-Tet-rPdx1-GP)，
SBトランスポゾン依存的ゲノムへの組み込み
と，ドキシサイクリン依存的遺伝子の誘導的
発現の条件を決定した。	
➃	上記➁，➂のシステムを用いて，肝前駆細
胞株へのPdx-1遺伝子の過剰発現・誘導的過剰
発現プラスミドの導入を行った。遺伝子導入
された細胞を薬剤選択し，バルク細胞株，及
びシングルクローン株の単離に成功した。	
➄	Pdx-1遺伝子プロモーター付近2ヶ所を標
的としたCRISPR/Cas9ダブルニッカーゼ用プ
ラスミド（pX335-rPdx1-L&R）を作製し，肝前
駆細胞株に導入した。細胞からゲノムDNAを調
製し，T7エンドヌクレアーゼIアッセイを行っ
たところ，挿入・欠失変異の導入が確認され
た。そこで次に，ピューロマイシン耐性遺伝
子カセットを含むターゲティングコンストラ
クトをpX335-rPdx1-L&Rと共に導入し，ピュー
ロマイシン薬剤選択を行った。PCRによるター
ゲティングの確認を行ったところ，Pdx-1遺伝
子のプロモーター付近に狙った通りにピュー

ロマイシン耐性遺伝子カセットが組み込まれ，
遺伝子破壊に成功した。(図2)また，Pdx-1	KO

シングルクローンを単離し，免疫染色にて
PDX-1の発現が起こっていないことも確認さ
れた。(図3)	

➅	Pdx-1遺伝子過剰発現株・KO株での細胞増
殖能・コロニー形成能の違いを解析したが，
野生型株との差が見られなかった。(図3)	
	 以上，肝前駆細胞株でもPDX-1の発現が確認
され，その細胞におけるPdx-1遺伝子の過剰発



 

 

現・誘導的過剰発現，さらにはCRISPR/Cas9	–	
相同組換え修復によるPdx-1遺伝子の破壊株
の作製に成功した。しかし，肝前駆細胞の細
胞増殖への影響は観察されず，これは障害肝
組織にてPDX-1の発現が細胞増殖マーカーの
発現と必ずしも一致しないことを裏付ける結
果となった。	
	
(3)	Pdx-1遺伝子制御下にある遺伝子の網羅
的探索：肝前駆細胞のWT株とPdx-1遺伝子KO
株における遺伝子発現を，マイクロアレイに
て比較解析を行った。GO解析を行った結果，
Pdx-1遺伝子のKOによって下方制御された遺
伝子は器官や組織・細胞の発生に関わるもの
が特に多いことがわかった。また，神経内分
泌系に関わると予想されるGOにも変動がみら
れた。一方，Pdx-1遺伝子のKOによって上方制
御されたGOは，分泌やケミカルホメオスタシ
スといった肝細胞の分化を想起させるものが
挙がっていた。(表1)	発現変動の見られた遺
伝子を個別に見ても，神経内分泌様の特性に
関わる遺伝子や未分化性の維持に関わると予
想される遺伝子がPdx-1のKOにより下方制御
されている傾向が観察された。これら遺伝子
の発現をRT-PCRにて解析したところ，肝前駆
細胞WT株，KO株間での発現変動が確認された
だけでなく，ラット正常肝臓と障害肝臓のサ
ンプル間でも肝前駆細胞の増殖パターンと一
致する発現変動を見せる遺伝子が観察された。
(図4)	

	 以上の解析から，Pdx-1遺伝子は神経内分泌
様の特性発現や未分化生の維持に関わる遺伝
子の発現に関わっており，そのことが肝細胞
への分化を抑制していることが推察された。	
	
(4)	Pdx-1遺伝子発現細胞の遺伝的標識：	
➀	マウスとラットのPdx-1上流域の塩基配列
を比較したところ，上流11kbpまで高い相同生
が観察された。そこで上流11kbpをクローニン
グしてGFPレポーターコンストラクトを作製
し，トランスポゾンシステムを用いて肝前駆
細胞株に導入した。肝前駆細胞のPdx-1遺伝子
の発現に同調してGFPの発現が観察されるこ
とを期待していたが，GFP陽性の細胞が極めて
少なく，このコンストラクトのPdx-1プロモー
ターとしての有効性を確認できなかった。	
➁	上記(4)-➀の代替法として，ラットES細胞
のPdx-1遺伝子座にCRISPR/Cas9システムを用
いた相同組換え修復機構を用いて遺伝子を挿
入するための条件検討を行った。研究成果
(2)-➄で肝前駆細胞に用いたコンストラクト
を用いて，ラットES細胞にも薬剤耐性カセッ
トをPdx-1遺伝子座に組み込むことを試みた。
PCRにより確認したところ，ターゲティングが
起こっていることが確認された。	
	 以上，Pdx-1遺伝子発現細胞を追跡するため
のレポーターを組込んだラットの作製には至
らなかったが，ラットES細胞でのターゲティ
ングには成功しており，今後は内在性Pdx-1
プロモーター活性を利用して細胞標識を行う
ストラテジーにてPdx-1陽性肝前駆細胞の細
胞系譜解析が可能になると考えている。	
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